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(54) Title: METHOD TO DETECT CLINICALLY RELEVANT MUTATIONS OF THE DNA SEQUENCE OF KI -RAS ONCOGENE, 
ITS USE AND A TESTKIT FOR EARLY DIAGNOSIS OF TUMOURS 

(54) Beieichnung: VERFAHREN ZUM NACHWE1S KLINISCH RELEVANTER VERANDERUNGEN DER DNS-SEQUENZ DES KI- 
RAS-ONKOGENS, SEINE VERWENDUNG UND TESTKIT ZUR FROHERKENNUNG VON TUMOREN 



(57) Abstract 

Disclosed is a method to detect clinically relevant mutations of the DNA sequence of the ki-ras oncogene in stool DNA, its use 
and a test kit based thereon for early diagnosis of tumours, especially tumours of the pancreas and the colon. According to the invention 
the method of detection is distinguished by extraction of genomic DNA from stool samples m a series of cleaning operations designed to 
eliminate inhibitor substances, and by base-complementary hybridization reaction by adding six different oligonucleotides with a defined 
complementarity to the clinically relevant mutated sequence fragments of the ki-ras gene. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachwcis klinisch relevanter Vertnderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras-Onkogens in 
Stuhl-DNS, seine Verwendung sowie einen darauf aufbauenden Testkit zur Frttherkennung von Tumoien, insbesondere von Tumoien des 
Pankreas und Colon. Das Nachwcisverfahren ist erfindungsgemafi gekennzeichnet durch Extraktton genomischer DNS aus Stuhlproben 
flbcr multiple Reinigungsschritte zur Eliminierung inhibitorischer Stoffe und basenkomplement&re Hybridisierungsreaktion durch Zugabe 
von sechs verschiedenen Oligonukleotiden mit definierter KompJementaritflt zu klinisch relevanten ver&nderten Sequenzabschnitten des Ki- 
ras-Gens. 
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Verfahren zum Nachweis klinisch relevanter Ver&nderungen der 
DNS-Sequenz des Ki-ras-Onkogens, seine Verwendung und Testkit 
zur FrQherkennung von Tumoren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis klinisch 
relevanter Ver&nderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras-Onkogens 
in DNS , vorzugsweise in Stuhl-DNS, seine Verwendung sowie 
einen Testkit zur FrQherkennung von Tumoren, insbesondere von 
Tumoren des Pankreas und Dickdarms. 

Dickdarm- und Pankreasturaore z£hlen zu den weltweit hSufigsten 
Krebserkrankungen und stehen an dritter bzw. vierter Stelle in 
der Mortalit&tsstatistik von Malignomen. Die Problematik dieser 
Erkrankungen tritt besonders deutlich beim jpmkreaskarzinom 
zutage. Bedingt durch einen uber lange Zeit syraptomlosen 
Verlauf werden Pankreaskarzinome so sp&t di?/gnostiziert, daB 
die durchschnittliche 5-Jahre-0berlebensrate der Patienten 
trotz ausgefeilter chirurgischer Techniken 2% nicht Qbersteigt. 

Gegenw&rtig gibt es keine befriedigenden Laborpararoeter fur die 
FrQherkennung von Pankreastumoren . Zur Diagnostik kolorektaler 
Karzinome wird der H&mokkult-Test eingesetzt, bei welchem 
okkultes Blut im Stuhl nachgewiesen wird. Die analytische 
Aussagekraft dieses Testes ist unbefriedigend, weil okkultes 
Blut im Stuhl auch bei nichtmalignen Erkrankungen wie 
Hamorrhoiden auf tritt, und weil positive Befunde darQber hinaus 
auch durch eine Vielzahl interferierender stuhlkomponenten wie 
Peroxydasen und Katalasen verursacht sein konnen. Andererseits 
ist bekannt, daB Tumoren mit einem Durchmesser von weniger als 
2 cm nicht genttgend Blut abgeben, urn im Hfimokkult- 
Testverfahrens aufzuf alien. 

So liegt selbst bei fortgeschrittenen Dickdarmtumoren die 
diagnostische Sensitivitfit des H&mokkult-Testes bei nur 50- 
70%. 

Eine mdgliche Alternative fQr die FrQherkennung von Pankreas- 
und Dickdarmtumoren bietet der molekularbiologische Nachweis 
von relevanten Mutationen in Onkogenen, v rzugsweise im 
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Protoonkogen Ki-ras. So konnte nachgewiesen werden, daB 
Mutationen im Ki-ras Protoonkogen bei 75-90% von 
Pankreaskarzinoraem (Almoguera, S., Shiate, D. , Forrester, K. , 
Martin, J., Arnheim, N. , Perucho, M. (1988) Cell 53, 549-554) 
sowie bei wenigstens 50% kolorektaler Karzinoraen (Forrester, 
K., Aloraugera, C. , Han, K. , Grizzle, W.E., Perrucho, M. (1987) 
Nature 327, 298-303) vorkommen. 



Die Frequenz beim Pankreaskarzinom ist bisher die hOchste, 
welche filr ein Onkogen bei einem spezifischen Tumor gefunden 
wurde. 

DarOber hinaus sind die relevanten Mutationen auf die Kodons 
von drei AminosSuren beschrSnkt; beim Pankreaskarzinom nur auf 
eine ArainosSure. Dieser Umstand kann den Mutationsnachweis 
betrSchtlich vereinf achen. 



Sowohl bei Dickdarm- als auch bei Pankreasturooren gibt es die 
M6glichkeit eines nicht invasiven Nachweises des Onkogenstatus 
im Stuhl. Ein solcher Nachweis wurde erstmals 1992 von 
Sidransky und Mitarbeitern gezeigt (Sidransky, D., Tokino, T. , 
Hamilton, S.R., Kinler, K.W. , Levin, B. , Vogelstein, B. (1992); 
Science 256, 102-105). Er gelingt, weil zum einen eine 
gemigende Zahl von Pankreas-und Darmepithelzellen in den Stuhl 
gelangen, wobei Tumorzellen unter den Bedingungen im Stuhl 
moglicherweise stabiler sind als normale Epithelien. Zum 
zweiten besitzen Bakterien keine Gene filr Ki-ras, so daB die 
Diagnostik nicht durch die Interferenz von Darmflora und 
Epithelzellen beeintrfichtigt wird. Ober die Detektion von 
aktiviertem Ki-ras lassen sich Adenome bis zu einer Gr6Be von 1 
cm 3 diagnostizieren. 

Trotz dieser giinstigen Vorbedingungen fQr eine 
labordiagnostische Anwendung findet sich bis heute kein 
Nachweisverfahren far Ki-ras Mutationen in Stuhl-DNS, das 
routinemSBig eingesetzt werden kann. 



Das Hauptproblem hierbei liegt in der enormen Schwierigkeit 
begrttndet, DNS von ausreichender Qualitat mit einem 
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vertretbaren Aufwand aus Stuhlproben zu isolieren. Die zur Zeit 
am haufigsten praktizierte Extraktionsmethode beinhaltet eine 
Reihe von mehrstiindigen Reinigungsschritten und erstreckt sich 
in seiner Gesamtdurchfuhrung auf mindestens eine Arbeitswoche . 

Auch weitere Verbesserungen dieser Methode durch Caldas und 
Mitarbeiter erfordern auch einen mehrtagigen 

Durchf iihrungsauf wand ( Caldas , C . , Hahn , S.A. , Hruban , R . H . , 
Redston, M.S. , Yeo, C. J. , Kern, S.E. (1994); Cancer Res. 54, 
3568-3573) . 

Stuhl ist ein koinplexes Gemisch aus abgeschilferten Zellen, 
Mikroorganismen , unverdauten Nahrungsbestandteilen f Schleim- 
und Farbstoffen sowie anderen loslichen und unloslichen 
Komponenten des Gastrointestinaltraktes . Eine solche komplexe 
Zusaminensetzung bedingt das Vorhandensein einer Vielzahl von 
inhibitorischen Stoffen, welche sowohl als kontaminierende 
Bestandteile der isolierten DNS-L6sung wie auch direkt in die 
DNS intercalieren oder an der DNS gebunden sind und aus 
diesem Grunde eine Verwendung der isolierten DNS fQr weitere 
Untersuchungen verhindern. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, ein 
routinemaflig einsetzbares Nachweisverf ahren fur ein 
entsprechendes Gendiagnostiksystem zu entwickeln, wobei einer 
geeigneten DNS-Extraktionsmethode eine Schlusself unktion fiir 
die Etablierung eines routinetauglichen und letzlich auch 
automatisierbaren Ki-ras Tests zukomrat, sowie einen darauf 
aufbauenden Testkit bereitzustellen. 

Die Aufgabe wird gen§B der AnsprOche 1 bis 15 realisiert. Sie 
wird erf indungsgeraSB dadurch gel6st, da8 uber multiple 
Reinigungsschritte aus Materialproben, vorzugsweise aus 
Stuhlproben genomische DNS extrahiert wird, wobei alle 
inhibitorischen Stoffe hochselektiv eliminiert werden, so daB 
die isolierte genomische DNS problemlos fur weitere 
Anwendungen verftigbar ist. 
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Ausgangsmaterialen in Sinne der Erfindung k6nnen sein 
Stuhlproben, Biopsieproben aus gastrointestinalen Polypen 
nach endoskopischer Entnahme, ercp-Fliissigkeiten aus 
Pankreas, Sputun, ggf . auch Blut, Plasma, Serum und Urin. 

Insbesondere Stuhlproben werden erf indungsgemfiB in einem 
ersten Schritt mit Materialien, die Adsorptionseigenschaften 
aufweisen, zur Entfernung inhibitorischer Stoffe inkubiert. 
Die in den Proben enthaltenen Zellen werden mit einem Puffer, 
der chaotrope Salze enthfilt, lysiert. 

Die nachfolgend an ein raineralisches Trfigerraaterial gebundene 
genomische DNS wird in einem weiteren WaschprozeB weiter 
aufgereinigt und danach raittels eines Puffers geringer 
Ionenstfirke vom Trfigermaterial abgel6st. In einem 
abschlieBenden Auf reinigungsschritt werden dann auch die in 
die oder an die DNS gebundenen Stoffe (Inhibitoren) entfernt. 
Gerade diese in oder an DNS gebundenen Stoffe stellen potente 
Inhibitoren dar. Diese werden durch Inkubation der bereits 
isolierten DNS mit einem Puffer mit einer Ionenstfirke > 4M, 
welcher ein chaotropes Salz enthalt, so z.B. aus Natrium jodid 
von der DNS verdrfingt. Eine anschlieBende Zugabe des 
Trfigermaterials zur erneuten Bindung der DNS, nachfolgendes 
Waschen und Elution der DNS bilden den AbschluB des 
Reinigungsverfahrens. Die auf diese Weise isolierte DNS aus 
den Proben steht nun weiteren molekularbiologisch- 
diagnostischen Techniken zur Verfugung. 

Im einzelnen werden erf indungsgemfiB folgende 
Reinigungsschritte durchgefQhrt : 

a) Gegebenenfalls Inkubation mit vorzugsweise chromatogra- 
phischen Mater ialien mit Adsorptionseigenschaften, 
vorzugsweise mit einer L6sung aus Aktivkohle, zur Entfernung 
inhibitorischer Stoffe bei Verwendung einer Stuhl probe; 

b) Lyse der in den Materialproben enthaltenen Zellen mit 
einem Puffer, der chaotrope Salze enthfilt, wi z. B. 
Guanidinisothiocyanat , Guanidinhydrochlorid , Li thiumchlor id 
oder Lithiumchlorid/Harnstoff-Gf nische mit Ionenstfirken >4M; 
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c) Inkubation des Lysates rait einem mineralischen 
Tr&germaterial zur Bindung der DNS; vorzugsweise handelt es 
sich bei dem TrSgerraaterial urn hochdisperse, nichtpor6se Si0 3 - 
Partikeln init einer KorngroBe von 7 nm - 1 /iin, vorzugsweise 40 
run, bei einer spezifischen oberflSche von 10-300 m a /g, 
vorzugsweise 50 m 3 /9/ 

d) Abtrennung der Tragermaterials vom Lysat durch 
Zentrifugation, 

e) Waschen der am TrSgerroaterial gebundenen DNS , vorzugsweise 
einem Waschpuffer bestehend aus 50 mM NaCl, 10 mM Tris HC1 und 

1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, und Abl6sen der DNS durch 
Inkubation des Tr&germaterials rait einem Puffer geringer 
Ionenstarke, vorzugsweise 10 mM Tris HC1;0,1 mM EDTA bei einer 
Tempera tur von 48-65 *C, 

f) Inkubation der abgeldsten genomischen DNS rait einem Puffer, 
welcher ein chaotropes Salz enthSlt, vorzugsweise aus 
Natrium jodid, . Natriumperchlorat oder Kaliumjodid rait 
Ionenstarken >4M bei kontinuierlichera Schutteln, vorzugsweise 
nit 5M Natrium jodid, zur Entfernung an die DNS gebundenen 
Substanzen aus der genomischen DNS, 

g) Inkubation der Pufferldsung rait der genomischen DNS erneut 
rait einem mineralischen Trfigerraaterial , vorzugsweise aus 
hochdispersen, nichtporSsen SiO a -Partikeln mit einer KorngrdBe 
von 7 ran - 1 Pi vorzugsweise 40 nm, bei einer spezifischen 
OberflSche von 10-300 ra*/q t vorzugsweise 50 m a /g, 

h) Abtrennen der L6sung vom mineralischen TrSgermaterial durch 
Zentrif ugation , 

i) Waschen des Trfigerraaterials rait der gebundenen DNS, 
vorzugsweise rait einem Puffer bestehend aus 50 mM NaCl, 10 mM 
Tris HC1 und 1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, und wiederum 
Abl6sen der gebundenen genomischen DNS mit einem Puffer 
geringer Ionenstarke, bevorzugt 10 mM Tris HC1, 0,1 mM EDTA 
bei einer Temperatur von 48-65*C. 

Das Extraktionsverfahren wird gemSB der Erfindung bevorzugt als 
batch- Verfahren oder als sfiulenchromatographisches Verfahren 
oder als chromatographisches Verfahren in 

Mikrotiterplattenf orraat durchgef uhrt . 
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Das gesarate Extraktionsverf ahren benotigt weniger als 2h fttr 
mindestens 10 unterschiedliche Proben und Idst damit 
erstmalig in idealster Weise das Problem der Extraktion 
genomischer DNS aus Stuhlproben und anderen Materialien. Die 
Erfindung erlaubt die Isolierung von DNS aus abgeschilferten 
Zellen aus Stuhlproben in extrem kurzer Zeit, wobei uber- 
raschenderweise durch den bevorzugten Einsatz einer Losung 
aus Aktivkohle im erf inderischen Reinigungsverfahren 
inhibitorische Stoffe, welche nicht direkt an die genomische 
DNS gebundensind, eliminiert werden konnten. 

Der erfindungsgemSBe Nachweis klinisch relevanter Veranderungen 
der DNS Seguenz des Ki-ras Gens erfolgt anschliefiend ttber 
basenkompleraentare Hybridisierungsreaktionen nach an sich 
bekannten Techniken mit mindestens sechs verschiedenen 
Oligonukleotiden mit definierter KomplementaritSt zu moglichen 
rautativ ver^nderten Sequenzabschnitten des Ki-ras Gens. 

Nach erfolgter Extraktion der genomischen DNS aus der 
klinischen Probe schlieBt sich die Erzeugung der zu 
analysierenden Ki-ras-Sequenz an. 

Die Oligonukleotide und die nachzuweisenden sequenzveranderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens werden inkubiert, wobei entweder die 
Oligonukleotide oder die nachzuweisenden sequenzveranderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens markiert sind und der Nachweis des 
Hybridisierungsergebnisses Qber die Markierung detektiert wird 
oder andere an sich bekannte Nachweisverf ahren filr Duplex-DNS 
zum Nachweis des Hybridisierungsergebnisses verwendet werden. 

Die Oligonukleotide und/oder die sequenzveranderten Abschnitte 
des Ki-ras Gens oder hybridisierte DNS befinden sich dazu 
an einer festen Phase, die vorzugsweise eine 
Mikrotiterplatte, ein Lichtwellenleiter oder ein Siliciumchip 
ist, besonders bevorzugt eine Mikrotestplatte. 
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Die Amplifikationsreaktion erfolgt mit einem Primerpaar, 
wobei einer der Priiuer an seiner 5 '-Position mit einer 
Markierung, vorzugsweise einer Biotin-Markierung, gekoppelt 
ist. Das nach einer Vervielfailtigungsreaktion generierte 
DNS-Fragment ist dadurch ebenfalls markiert. Diese Markierung 
erradglicht nachfolgend die Kopplung des amplif izierte Ki-ras- 
Fragmentes in einer bevorzugten Ausfiihrungsvariante an die 
OberflSche einer Streptavidin beschichteten festen Phase, 
vorzugsweise an die OberflSche einer Mikrotestplatte Qber 
eine Streptavidin-Biotin-Briicke. 

Das an der Oberfl&che gebundene doppelstrangige Fragment wird 
unter Zugabe einer an sich bekannten DenaturierungslSsung, 
wie z.B. NaOH, in einen Einzelstrang QberfQhrt. Auf der 
Oberflache der Mikrotestplatte verbleibt nach Absaugen der 
Denaturierungslosung nur der liber die Biotin-Streptavidin- 
BrQcke fixierte DNS-Strang. Dieser ist somit der Analyt und 
entspricht dem auf das Vorhandensein von Einzelbasen- 
mutationen zu untersuchenden Ki-ras-Abschnitt. Der 
plattenfixierte Ki-ras-Einzelstrang wird in nachf olgenden 
Schritten mit allelspezif ischen Oligonukleotiden 
(Hybridisierungssonden) unter einem Standard- 

Hybridisierungspuffer inkubiert. Die Oligonukleotide 
entsprechen dabei jeweils einer m6glichen Ki-ras 
Punktmutation bzw. der Ki-ras Wildtypsequenz. 
Die Auswahl der Oligonukleotide erfolgte erf indungsgemSB 
unter dem Aspekt, die Hybridisierungreaktionen fiir jede der 
verschiedenen allelspezif ischen Oligonukleotide unter absolut 
identischen Reaktionsparametern durchzufQhren, urn 
Mutationstests simultan fQr unterschiedliche Punktmutationen 
auf einer Mikrotestplatte zu realisieren. 

Die 6 Oligonukleotide weisen vorzugsweise die Sequenzen 

5 ' -GTT-GG A-GCT-CGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-TGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 9 -GTT-GGA-GCT- AGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GCT-GGC-GTA- 3 ' 
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5 ' -GTT-GGA-GCT-GAT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GTT-GGC-GTA-3 ' . 

Der entscheidende Schritt fQr den Nachweis einer 
Einzelbasenmutation besteht in hochoptimierten 

Reaktionsbedingungen fQr essentielle Waschschritte nach der 
erf olgten Hybridisierungsreaktion . 

GemSB der Erfindung erfolgen ein bis filnf, vorzugsweise drei, 
Waschschritte nach einer 15 bis 45-minQtigen, vorzugsweise 30 
minQtigen, Inkubationszeit bei 38 - 45 °c, vorzugsweise 42 
°C, bei jeweils 5 bis 15 Minuten, vorzugsweise 10 Minuten, 
rait einer Waschl6sung aus SDS und SSC bei einer Teraperatur 
von 45 bis 55 °c, vorzugsweise 0,03 % SDS und 0,03 % SSC bei 
50 °C und 10 Minuten. 

Entscheidend dabei ist, daB nur bei vollstSndiger 
Basenkoraplementaritfit zwischen Ki-ras-Target und dem 
jeweiligen Hybridisierungsoligonukleotid ein Hybridisa- 
tionsprodukt erhalten bleibt, jede BaseninkoroplementaritSt 
aber zur selektiven Entfernung der Oligonukleotidsonde fQhrt. 

Diese Bedingungen konnten ira erf inderischen Verfahren in 
idealster Weise gelost werden. Die optimierten Bedingungen 
der Waschschritte erlauben dabei zusStzlich die simultane 
TestdurchfQhrung zum Nachweis von sechs verschiedenen Ki-ras- 
Mutationen auf einer Testplatte. 

Der Nachweis des Hybridisierungsergebnisses erfolgt Qber eine 
dem Fachmann an sich bekannten indirekt enzymatischen 
kolorinetrischen Detektion. Diese basiert darauf, daB die 
Hybridisierungsoligonukleotide roit einer Standardmarkierung 
z.B, Digoxigenin oder FITC versehen sind, gegen welche 
enzymkonjugierte Antikdrper eingesetzt werden. Nach Zugabe 
einer Substratl6sung wird letztlich via Durchlichtmessung in 
einem Mikrotestplatten-Reader die Intensitfit der Farbreaktion 
bestiitunt. Sie ist das Parameter fQr die Befundung des 
Hybridisierungsergebnisses . Mitgef Qhrte Standard-DNS Proben 
fQr eine Ki-ras Mutation bzw. fQr Ki-ras Wildtyp w rder s 
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BezugsgrSBen far die Bewertung der Probenanalysen 
herangezogen. 

Das Nachweisverfahren wird bevorzugt in Mikrotiterplatten 
durchgefQhrt und hat somit den Vorteil, daB die M6glichkeit 
der Analyse einer Vielzahl unterschiedlicher Proben besteht, 
wodurch eine Automatisierung des Verfahrens ermSglicht wird. 

Bisher bekannte Nachweisverfahren von Mutationen liber 
Hybridisierungsreaktionen werden nur mittels bekannter 
molekularbiologischer Techniken, wie z.B. Dot-Blot- 
Hybridisierungen, an Filtermembranen durchgefQhrt, bei 
welchen der Nachweis der Hybridisierungsreaktion flber die 
Detektion einer radioaktiven Markierung erfolgt. Ein solches 
Verfahren ist extrem zeitaufwending und durch die Verwendung 
radioaktiver Nachweisverfahren zudem hochgef Shrlich, ebenso 
ist eine Automatisierbarkeit nicht mdglich. 

Das erfinderische Verfahren benatigt einschlieBlich der DNS- 
Extraktion aus den Proben ca. 8h. Dies ist ein Zeitaufwand, 
welcher es zum ersten Mai errafiglicht, den Ki-ras Status in 
einer routinem&Bigen Labordiagnotik als den wohl wichtigsten 
klinischen Parameter fttr die FrQherkennunng maligner 
VerSnderungen , vorzugsweise von Kolon und Pankreas zu nutzen. 

Eine solche Diagnostik wird wesentlich dazu beitragen, die 
Mortalitfitsraten dieser Erkrankungen senken zu helfen. 

Die Erfindung betrifft auBerdem einen Testkit zum Nachweis 
von Mutationen im Ki-ras-Gen. Diese ist durch einen modularen 
Aufbau charakterisiert und besteht aus: 

1 . DNS-Extraktionssystero, vorzugsweise 

a) eine Ldsung aus Aktivkohle, zur Entfernung inhibitorischer 
Stoffe bei Verwendung ein r Stuhlprobe, 
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b) zur Lyse der in den Mater ialproben enthaltenen Zellen 
einen Puffer, der chaotrope Salze enthSlt, wie z. B. 
Guanidinisothiocyanat , Guanidinhydrochlorid , Lithiumchlorid 
oder Lithiumchlorid/Harnstoff-Gemische rait Ionenstfirken >4M; 
besonders bevorzugt Guanidinisothiocyanat; DTT, Natriumcitrat, 

c) zur Inkubation des Lysates einen inineralischen Trfiger 
Bindung der DNS; vorzugsweise hochdisperse, nichtpor6se Si0 2 - 
Partikel mit einer KorngrdBe von 7 nra - 1 im, vorzugsweise 40 
nm, bei einer spezifischen Oberfl&che von 10-300 m a /g, 
vorzugsweise 50 m*/q, 

d) einen Waschpuffer bestehend aus 50 mM NaCl, 10 mM Tris HC1 
und 1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, und Ablosen der DNS 
durch Inkubation des TrSgermaterials mit einem Puffer 
geringer IonenstSrke, vorzugsweise 10 mM Tris HCl-,0,1 mM EDTA, 

e) zur Inkubation der abgel6sten genomischen DNS einen weiteren 
Puffer, welcher ein chaotropes Salz enthSlt, vorzugsweise aus 
Natriumjodid, Natriumperchlorat Oder Kaliumjodid mit 
IonenstSrken >4M, besonders bevorzugt 5 M Natriumjodid, 

i) zum Waschen des Trfigermaterials mit der gebundenen DNS, 
vorzugsweise einen Puffer bestehend aus 50 mM NaCl, 10 mM Tris 
HC1 und 1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, 

2. Primermixen zur selektiven Amplif ikation der zu 
untersuchenden Ki-ras-Targetsequenz , 

3. Kontrollzellinien-DNA zur Amplif ikation von Wildtyp bzw. 
Mutationstyp einer Ki-ras-Zellinie, 

4. 6 Oligonukleotidsonden mit den Sequenzen 
5 ' -GTT-GGA-GCT-CGT-GGC-GTA-3 ' 

5 ' -GTT-GGA-GCT-TGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-AGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GCT-GGC-GTA-3 ' 
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5 ' -GTT-GGA-GCT-GAT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GTT-GGC-GTA-3 ' , 

5. eine feste Phase , vorzugsweise eine Mikrotestplatte 
einschlieSlich far den Platten-Assay notwendiger Reagenzien 
wie oben beschrieben. 

Das System wird vorzugsweise fOr die Untersuchung von Stuhl- 
DNS zur Fruherkennung von gastrointestinalen Tumoren, 
speziell fiir die FrQherkennung praneoplastischer 
kolorektaler prolif erativer Erkrankungen eingesetzt. 

Durch die Universalit&t des DNS-Extraktionsverfahrens und 
uber den modularen Aufbau des Testkits besteht aber auch die 
Moglichkeit, andere klinisch relevante Ausgangsmaterialien 
auf Ki-ras-Mutationen zu untersuchen. Dabei bleibt das 
Nachweissystem immer konstant. 

Die eigenen Untersuchungsergebnisse erbrachten so auch den 
Nachweis von Ki-ras Mutationen nach erfolgter DNS-Extraktion 
aus Pankreassekreten ( ercp-Proben ) . Es besteht damit 
erstmalig die M6glichkeit des Auffindens von Risikopatienten 
far Pankreastumoren nach Untersuchung dieses Probenmaterials. 
Dem Fachmann ist bekannt, daB endzQndliche Prozesse des 
Pankreas (akute oder chronische Pankreatiden) h&ufig in 
maligne Phfinotypen entarten kdnnen. Ein vorhandener 
Pankreastumor ist zum Zeitpunkt seines Nachweises aber nicht 
mehr kurativ behandelbar. Der Nachweis von mutativen 
VerSnderungen im Ki-ras-Gen kann somit als entscheidender 
Parameter far eine diesbezQgliche Prognose herangezogen 
werden. 

Das erfinderische Verfahren eignet sich darttber hinaus auch 
in idealer Weise zur Untersuchung von Biopsieproben aus 
gastrointestinalen Polypen nach endoskopischer Entnahme. Auch 
bei diesen Proben kann Ober die Detektion von Ki-ras 
Mutationen frtthzeitig eine potentiell bestehende mfigliche 
maligne Ver&nderungen diagnostiziert und kdnnen Patienten als 
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Risikopatienten eingestuft werden. Ober eine rechtzeitig 
erfolgende chirurgische Entfernung Ki-ras-mutierter Polypen 
kann so die Entstehung eines Tumors unterbunden werden. Bis 
heute findet eine solche Diagnostik auf Grund des Fehlens 
eines routinetauglichen Nachweissystems nicht statt. 

GeraSB der Erfindung werden zur Untersuchung der Ki-ras- 
Targetsequenz mindestens 6 verschiedenen Oligonucleotide, die 
definierte Komplementarit&t zu bekannten mutativ ver£nderten 
Sequenzabschnitten des Ki-ras Gens aufweisen, eingesetzt. 
Damit besteht die MSglichkeit, mehr als 80% aller in 
Zusammenhang mit einem malignen Ph&notyp stehenden Ki-ras 
Mutatione eindeutig zu detektieren. 

AnschlieSend soli die Erfindung an einem Beispiel n&her 
erl&utert werden. 



Ausf Qhrungsbeispiel : 

Nachweig yoil Ki-ras-Punktrautati oen in stuhT -nw.^ 

Oberftthren von ca. 300-500 mg einer Stuhlprobe in ein 2.0 ml 
Eppendor f -Reaktionsgef £B. Zugabe von 350 pi einer WaschlSsung 
(NaCI, Tris; EDTA) und vortexen. 

Zentrifugation fQr 2 min bei 14000 rpm und Oberftthren des 
Oberstandes in ein neues 2.0 ml Eppendorf -Reaktionsgef &6 . 

Zugabe von 250 pi einer Losung aus Aktivkohle; 10 min 
Schtttteln der Probe. Zentrifugation far 2 min bei 14000 rpm 
und OberfQhren des Oberstandes in ein neues 1,5 ml Eppendorf - 
Reaktionsgef fiB. Zentrifugation fQr 1 min bei 14000 rpm und 
liber fOhren des Oberstandes in ein neues 2,0 ml Eppendorf- 
Reaktionsgef&B. 



WO 98/08971 



PCT7DE97/01894 



13 

Zugabe von 1 ml Puffer (Guanidinisothiocyanat; DTT, 
Natriumcitrat) zur Zell-Lyse unci Inkubation fQr 30 min bei 
Raumteraperatur. 

Zugabe von 20 /il einer mineralischen Tr&gersuspension aus 
hochdispersen, nichtporSsen Si0 2 - Partikeln nit einer KorngrSBe 
von ca. 40 niii, bei einer spezifischen Oberflfiche von ca. 50 
n*/q, und Inkubation fQr 5 min bei Raumtemperatur . 
Zentrifugation fiir 1 s bei 10000 rpm und sorgf Sltiges 
Entfernen des tiberstandes. 

Zugabe von 1 ml Waschpuffer (NaCl, Tris, EDTA, Ethanol) und 
Resuspendieren des Pellets. Zentrifugation far 1 s bei 10000 
rpm und sorfSltiges Entfernen des Uberstandes. Zweimaliges 
Wiederholen des Waschschrittes . Kurze Inkubation des 
ge6ffneten Reaktionsgef SBes bei 60 *C bis zur vollstfcndigen 
Entfernung des Ethanols. 

Zugabe von 100 /il eines Elutionsmittels (10mM Tris-HCl; O.lmM 
EDTA) , Resuspendieren des Pellets und Inkubation des 
Reaktionsgef&Bes fOr 5 min bei 60 °C. Zentrifugation fiXr 2 min 
bei 14000 rpm und OberfQhren des Oberstandes in ein neues 1,5 
ml Eppendorf-ReaktionsgeffiB. Mischen der isolierten DNS mit 
einer LGsung aus Natriumjodid unter leichtem SchOtteln far 5 
rain. 

Erneute Zugabe von 15 ^1 der mineralischen Tr&gersuspension 
zur Pufferlosung mit der genomischen DNS und Inkubation fur 5 
min auf Eis. Zentrifugation far 1 s bei 10000 rpm und 
sorffiltiges Entfernen des Oberstandes. 

Zugabe von 1 ml Waschpuffer und Resuspendieren des Pellets. 
Zentrifugation fttr 1 s bei 10000 rpm und sorfSltiges 
Entfernen des Oberstandes. Zweimaliges Wiederholen des 
Waschschr ittes . Kurze Inkubation des geOffneten 
ReaktionsgefftBes bei 60 # C bis zur vollstfindigen Entfernung 
des Ethanols. Zugabe von 50 pi Elutionspuffer (10 mM Tris- 
HCl; 0.1 mM EDTA) , Resuspendieren des P llets und Inkubation 
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des ReaktionsgeffiBes ftir 5 min bei 60 *C. Zentrif ugation fttr 2 
min bei 14000 rpm und Oberfilhren des Oberstandes in ein neues 
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgef&B, 

Nach der erfolgten DNS-Extraktion werden l-10/il der DNS ftir 
die enzyraatische VervielfSltigung der zu untersuchenden 
spezifischen Targetsequenz des Ki-ras Gens mittels Polymerase 
Kettenreaktion (PGR) eingesetzt. 

In einer ersten PCR-Reaktion erfolgt dabei die Amplif ikation 
mit einem Primermix, bei welchem wShrend der 
Amplifikationsreaktion von Ki-ras-Wildtyp-DNA eine 
Restriktionschnittstelle generiert wird. In alle 
amplfizierten DNA-Fragmente welche nicht wildtypkonform sind, 
erfolgt dagegen kein Einbau dieser Schnittstelle. 

Nach der erfolgten Amplif izierungsreaktion wird unter Einsatz 
eines Restriktionsenzyms der Ki-ras-Wildtyp zerschnitten. 

In einer zweiten Amplif ikationsreaktion werden 1-2 jil des 
Restriktionsanatzes als Template DNS eingesetzt. Dabei 
erfolgt nunmehr die selektive Anreicherung der 
ungeschnittenen mutierten Ki-ras-Fragmente, Diese 
Amplif ikationsreaktion erfolgt mit einem Primerpaar, bei 
welchem ein Primer an seiner 5' -Position Biotin-markiert ist. 

Nach erfolgter Amplif ikationsreaktion werden 1-5 jil des 
Amplif ikationsproduktes in 420 pel eines Bindungspuf fers 
(Tris; EDTA, NaCl) aufgenommen. 

Jeweils 50 jil dieses Ansatzes werden auf 7 LGcher (Wells) 
einer Mikrotestplatte verbracht. Diese Wells dienen 
nachfolgend der Analyse des Ki-ras-Fragmentes auf mutative 
Ver&nderungen. 

Nach einer kurzen Inkubation wird die Bindungspufferldsung 
abg saugt, 50 /il einer Denaturierungsldsung (NaOH) 2ugegeben 
und unter leichtem SchOtteln inkubiert. Hierbei erfolgt nun 
die Generierung eines DNA-Einzelstranges, gegen welchen 
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nachfolgend eine jeweils sequenzspezif ische Hybridisierung 
durchgefOhrt wird. Nach Entfernung des nicht an der 
Plattenoberfl&che fixierten zweiten DNA-Stranges nit einem 
Waschpuffer (Tris, EDTA, NaCl) wird jedes der 7 Wells der 
Mikrotestplatte mit einer der spezifischen z.B. Digoxygenin 
oder FITC markierten Oligonukleotidsonden unter einem 
Standard-Hybridisierungspuf f er benetzt . 

Nach einer 30 mintttigen Inkubationszeit bei 42*C erfolgt die 
Hybridisierung der jeweiligen Sonden mit dem an der 
Plattenoberflache gebundenen Ki-ras-Fragment. 

Die SpezifitSt des Nachweises wird durch nachfolgend 
durchzuftthrende Waschschritte unter hochstringenten 
Konditionen erreicht. Diese Waschschritte erfolgen mit einer 
Losung aus 0,03% SDS; 0,03xSSC bei 50 *c far 3xl0min, Unter 
diesen Konditionen werden alle Sonden, die keine vollst&ndige 
Basenkomplementarit&t zur Ki-ras-Targetsequenz auf weisen , 
entf ernt . 

In nachfolgenden Schritten erfolgt nach an sich bekannten 
klassischen kolorimetrischen Verfahren die Detektion des 
Hybridisierungsergebnisses unter Verwendung eines 
Mikrotestplatten-Readers. Die gemessene SignalstSrke dient 
dabei als das Auswertungskriterium fur den Nachweis eines 
Hybridisierungsproduktes, und somit als Nachweis auf das 
Vorliegen einer Mutation oder von Wildtyp Ki-ras. 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zum Nachweis klinisch relevanter Verfinderungen 
der DNS-Sequenz des Ki-ras Onkogens in DNS 

gekennzeichnet durch 

- Extraktion genomischer DNS aus Materialproben ttber multiple 
Reinigungsschritte zur Eliminierung inhibitorischer Stoffe 
und 

- basenkomplement&re Hybridisierungsreaktion durch Zugabe von 
sechs Oligonukleotiden rait definierter Komplementarit&t zu 
ver&nderten Sequenzabschnitten des Ki-ras Gens. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Extraktion der genomischen DNS erfolgt durch: 

- Lyse der in der Probe enthaltenen Zellen mit einem Puffer, 
der chaotrope Salze enth< 

Inkubation des Lysates mit einem mineralischen 
Tr&germaterial zur Bindung der DNS; 

Abtrennung des TrSgermaterials vom Lysat durch 
Zentr if ugation ; 

- Waschen der am Trfigermaterial gebundenen DNS und Elution 
der DNS durch Inkubation des Tr&germaterials mit einem Puffer 
geringer Ionenstfirke; 

- Inkubation der abgelSsten genomischen DNS mit einem Puffer, 
welcher ein chaotropes Salz enth&lt zur Entfernung von an die 
DNS gebundenen Substanzen aus der genomischen DNS; 

- Inkubation der Pufferl6sung mit der genomischen DNS erneut 
mit einem mineralischen Tragermaterial; 

- Abtrennen der LSsung vom mineralischen Trfigermaterial durch 
Zentrif ugation ; 

- Waschen des Trfigermaterials mit der gebundenen DNS und 
erneut Elution der gebundenen genomischen DNS mit einem 
Puffer geringer Ionenstfirke. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
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stuhlproben als Ausgangsmaterial dienen, die in einem ersten 
Schritt mit Materialien mit Adsorptionseigenschaf ten zur 
Entfernung inhibitorischer Stoffe inkubiert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet , daB 
als chromatographisches Material eine L6sung aus Aktivkohle 
eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet , daB 

- als chaotrope Salze Guanidinisothiocyanat , Guanidinhydro- 
chlorid, Lithiumchlorid Oder Lithiurachlorid/Harnstof f-Gemische 
rait Ionen-starken > 4M Verwendung finden, 

- als mineralische TrSgermaterialien nichtporose Si0 2 - Partikel 
rait einer KorngrdBe von 7 run - 1 vorzugsweise 40 nra, bei 
einer spezifischen Oberflache von 10-300 ra a /g # vorzugsweise 
50 mVg, eingesetzt werden, 

- als Waschpuffer ein Gemisch bestehend aus 50 mM NaCl, 10 raM 
Tris HC1 und 1 raM EDTA sowie 70%v/v Ethanol dient, 

- zur Elution als Puffer niedriger Salzkonzentration 10 raM Tris 
HC, 0,1 raM EDTA eingesetzt wird und die Elution bei einer 
Temperatur von 4 8-65 "C stattfindet und 

- die erneute Inkubation der eluierten genoraischen DNS rait 
einem Puffer aus Natrium jodid, Natriumperchlorat oder 
Kalium jodid mit Ionenst&rken >4M bei kontinuierlichem SchQtteln 
erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Lyse mit einem Puffer enthaltend Guanidinisothiocyanat, DTT 
und Natriuracitrat und die zweite 

Inkubation mit 5 M Natrium jodid durchgefflhrt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Oligonukleotide mit den folgenden Sequenzen verwendet 
werden : 
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5 ' -GTT-GGA-GCT-CGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-TGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT- AGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GCT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GAT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GTT-GGC-GTA-3 ' 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, da6 
die Oligonukleotide und die nachzuweisenden sequenzver&nderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens inkubiert werden, wobei entweder die 
Oligonukleotide oder die nachzuweisenden sequenzver&nderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens markiert sind und der Nachweis des 
Hybridisierungsergebnisses fiber die Harkierung detektiert wird 
oder andere an sich bekannte Nachweisverf ahren fQr Duplex-DKS 
zum Nachweis des Hybridisierungsergebnisses verwendet werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Oligonukleotide und/oder die sequenzver&nderten Abschnitte 
des Ki-ras Gens oder hybridisierte DNS sich an einer festen 
Phase befinden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, da£ 
die feste Phase eine Mikrotiterplatte, ein Lichtwellenleiter 
oder ein siliciumchip ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die nachzuweisende Ki-ras-Sequenz mit einem Primerpaar, wobei 
einer der Primer an seiner 5 '-Position markiert ist, 
amplifiziert wird, anschlieBend an eine feste Phase gekoppelt 
und in einen Einzelstrang Oberftthrt wird, mit den sechs 
Oligonukleotiden 15-45 Minuten bei einer Temperatur von 38-45 
°C inkubiert, mit einer WaschlOsung aus SDS und SSC bei 45-55 
°C ein bis fttnf mal fttr 5 bis 15 Minuten gewaschen wird. 
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12. Verfahren nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kopplung ttber eine Streptavidin-Biotin-BrQcke erfolgt, 
die Inkubation 30 Minuten bei Temperatur von 42 °C 
stattfindet und 3 mal/lOmin mit einer L6sung 0,03 % SDS und 
0,03 % SSC bei 50 °C gewaschen wird. 

13. Verwendung des Verfahrens nach den Ansprtlchen 1 bis 12 
zur Friiherkennung von Tumoren auf der Basis von klinisch 
relevanten Verfinderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras Onkogens 
in DNS, vorzugsweise zur Friiherkennung von Pankreas- und 
Dickdarmtumoren aus Stuhlproben, ercp-Fliissigkeiten und 
endoskopisch gewonnenen Darmpolypen. 

14. Testkit zur Friiherkennung von Tumoren auf der Basis von 
klinisch relevanten Verfinderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras 
Onkogens in DNS, vorzugsweise zur Frttherkennung von Pankreas- 
und Dickdarmtumoren aus Stuhlproben umfassend 

- DNS-Extraktionssystem enthaltend Losungen und Puffer gem&B 
Ansprtichen 3 bis 6, 

- Primermixen zur selektiven Amplif ikation der zu 
untersuchenden Ki-ras-Targetsequenz 

- Kontrollzellinien-DNS zur Amplif ikation von Wildtyp bzw. 
Mutationstyp einer Ki-ras-Zellinie, 

- Oligonukeotidsonden gemftB Anspruch 7, 

- eine feste Phase gemSB Anspruch 10 samt Reagenzien gera&B 
Anspruch 11 oder 12. 

15. Testkit nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die feste Phase eine Streptavidin-beschichtete 
Mikrotestplatte ist. 
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CANCER RESEARCH, 

Bd. 54, Juli 1994, 

Seiten 3568-3573, XP002050203 

in der Anmeldung erwahnt 

slehe das ganze Dokument 

EP 0 535 376 A (IMMUN0BI0N LTD) 7. April 
1993 

slehe das ganze Dokument 

WO 95 34569 A (INVITEK GMBH ;HILLEBRAND 
TIMO (DE); BENDZKO PETER (DE); PETERS LAR) 
21.Dezember 1995 
siehe das ganze Dokument 
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"A* VerOHenUichung. dia dan etlgemeinen Stand dar Tecfwtk definiert. 
abar nicht als batondara bedeursam anzueehen 1st 

"E* alterea Dokument. das )edoeh arat am oder nach dam intamattonalen 

AnmekJedatum veroffentflcht worden 1st 
V Veroflentttehing. dia geeignet 1st, etnan PriortUttaanapnjch zwetfelheft tr- 

schehen zu lessen, odar duroh die des Veroftenlitehungedatum einer 

anderen im Recherchenbericht genennten Verttfent tic hung belegt warden -y. 

sol Oder die sua einem anderen besonderan Grund tngegeben 1st (wte 

auegefunrt) 

"O* VefeflentMchung, die eieh au) efne mundllche Offeflberung. 

aine Benutzung. etna Auaatallung Oder endere MeBnahmen bezleht 
"P* Vardtfantucnung, die vor dam Intemelionaten AnmekJe datum, ebar nach 

dam baanspnichten Prtorftitadatum verdflarticWwordon ial 
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Erthdung zugrundellegenden Prinzfc* odar der Ihr zugnjndelegenden 
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Varoftentlfchung von beeonderer Bedeutung; <*e beenapruchta Erflndung 
kann affcin eufgrund dtoeer VerolfentUchung rtcht ele neu oder auf 
art mderlecner TAUgkeil beruhend betrachtet warden 

Verotlenttichung von beeonderer Bedautung; die beempruchte Erflndung 
kann rvcht els «uf erflndeneeherTAUgkel beniiend betrachtet 
weiden, wenn die VeroftentQchung mrleiner oder menreren anderen 
VerMfentSchungen diaaer Kategone tn VerWndung gebracw wtrd und 
dteee Verbkidung ffir ekten Fechmenn naheSegend let 

Verorfanttichung. «e MAgtladdereelbenPatantfamrile tat 
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WILDE ET AL.: "Removal of inhibitory 
substances from human fecal specimens for 
detection of group A rotaviruses by 
reverse transvrlptase and PCR" 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 28, 1990, WASHINGTON, US, 
Selten 1300-1307, XP000406095 
siehe das ganze Dokument 

SIDRANSKI ET AL.: "Identification of ras 
oncogene mutations in the stool of 
patients with curable colorectal tumors" 
SCIENCE, 

Bd. 256, April 1992, LANCASTER, PA US, 
Seiten 102-105. XP000605488 
in der Anmeldung erwahnt 

W0 93 20235 A (UNIV JOHNS HOPKINS MED) 
14.0ktober 1993 

US 4 902 783 A (GODA HIDEO ET AL) 
20.Februar 1990 

DE 195 30 132 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT) 

20.Februar 1997 

siehe das ganze Dokument 
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